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INTRODUCCIÓN

El laboratorio de microbiología afianzará en los estudiantes los conceptos
teóricos, aplicados directamente a la práctica optométrica. Cada guía presenta las competencias que el estudiante debe alcanzar; una introducción
que da el sustento teórico a la práctica; los materiales y los procedimientos
paso a paso que se realizarán en la práctica; los resultados están enunciados en orden, con espacios para que el estudiante dibuje y escriba cada
uno de los hallazgos. Finalmente, el estudiante entregará un artículo de
tipo científico, al finalizar el laboratorio.
La escritura de una artículo científico, busca introducir al estudiante en los
métodos del trabajo y la investigación científica y familiarizarlo con ellos,
integrando la práctica de laboratorio con el proceso investigativo para
profundizar y afianzar el conocimiento sobre un tema específico, lo que
lo lleva a adquirir un sentido crítico frente a la información, aplicarlo a sus
resultados y sustentarlo de manera escrita. El artículo científico se elabora
de acuerdo a los lineamientos de la Revista Ciencia & Tecnología para la
Salud Visual y Ocular.
Los últimos laboratorios serán destinados a la realización de un proyecto
de investigación en microbiología ocular, donde el estudiante aplicará el
método científico, realizará el anteproyecto, una vez aprobado, iniciará el
trabajo de campo, al finalizar lo sustentará de manera oral y escrita.
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1. BIOSEGURIDAD Y NORMAS
DEL TRABAJO EN EL LABORATORIO

Fecha:_____________________

COMPETENCIAS
–– Aplica normas de bioseguridad en el laboratorio y en el consultorio
optométrico.
–– Reconoce la importancia de las medidas y normas de bioseguridad en
la prevención y control de la enfermedad infecciosa.

INTRODUCCIÓN
El personal de salud está expuesto a una serie de riesgos ocupacionales
por agentes físicos, químicos y biológicos, generalmente prevenibles si se
conocen y aplican las normas de bioseguridad. El manejo del material biológico siempre se debe considerar como potencialmente infeccioso. Como
precauciones de prevención se deben cumplir las dos reglas básicas:
1. Uso del equipo individual de protección: bata, guantes, tapabocas, gafas, caretas.
2. Las normas mínimas de bioseguridad:
–– Lavarse las manos con agua y jabón antes y después de cualquier
procedimiento.
–– Limpiar y desinfectar el área de trabajo.
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–– Utilizar el equipo de protección.
–– Desinfectar y esterilizar todo el material reutilizable que esté en contacto con un posible foco infeccioso.
–– No se permiten alimentos ni animales en el área de trabajo.
–– Tener a mano el equipo de emergencia para neutralizar reactivos, ácido o bases.
–– Los residuos se deben clasificar y empacar en bolsas de color, se rotulan
con los datos y tipo de muestra para eliminarlos de forma adecuada.
En el laboratorio de microbiología se debe evitar la contaminación y generar focos de infección por medio de las reglas básicas y el uso rutinario
de agentes antimicrobianos. Los antimicrobianos se clasifican en desinfectantes para el uso en material inerte. En los tejidos vivos se debe aplicar
agentes químicos con toxicidad selectiva, estos pueden ser antisépticos
para la aplicación tópica y quimioterapéuticos para uso sistémico.
Las normas para el trabajo en el laboratorio de microbiología son:
–– Uso de bata blanca cerrada, guantes, tapabocas y gorro.
–– No comer, beber o masticar ningún alimento.
–– Trabajar siempre cerca del mechero.
–– No poner ningún elemento de trabajo en contacto con el cuerpo.
–– Descartar el material en bolsas o recipientes acorde al tipo de material.
–– Esterilizar el material contaminado antes y descartar.
–– Nunca pipetear (aspirar) con la boca.
–– Informar de inmediato cualquier accidente.
–– Lavar las manos antes de salir.
–– Nunca abrir cualquier medio o material contaminado lejos del mechero.
10
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PROFUNDIZACIÓN
1. GLOSARIO
Infección

Sepsis

Asepsia

Contaminación

Esterilizantes

Desinfectantes
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2. ¿Cuáles son las diferencias entre el modo de acción de los desinfectantes y antisépticos?, ¿por qué no se utilizan los desinfectantes sobre tejidos
vivos?

3. ¿Por qué se debe prender el mechero antes de iniciar el trabajo en el
laboratorio de microbiología?

4. ¿Cómo debe ser el manejo de los desechos en el laboratorio, tipo de
bolsa que se utiliza, cómo se descartan?

5. Escriba y explique los métodos de esterilización y las sustancias
desinfectantes.
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2. MORFOLOGÍA CELULAR
Fecha:_____________________

COMPETENCIAS
–– Identifica las células procariotas y eucariotas animales y vegetales.
–– Diferencia las células eucariotas y procariotas.

INTRODUCCIÓN
El estudio de la biología celular inició con el microscopio hace aproximadamente 400 años, los actuales microscopios de luz tienen una resolución
máxima de 100 aumentos, lo cual significa, que las bacterias (célula procariota) cuyo tamaño oscila entre 0,5 - 4m (una célula animal mide entre 10
y 20 m de diámetro) y algunos organelos son los “objetos” más pequeños
que se pueden observar claramente en estos microscopios. Para observar
estructuras más pequeñas como virus, macromoléculas o estructuras hasta de 0,1 nm (0.0001m) se requiere el microscopio electrónico. Las células
que conforman los seres vivos son clasificadas como procariotas y eucariotas. Las eucariotas presentan un núcleo bien definido, separado del resto
del citoplasma, y organelos internos. Las procariotas son ampliamente
conocidas como las bacterias, el material genético no está separado del
citoplasma y no presentan organelos (Alberts y cols., 1995).
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Los eucariotas y procariotas son organismos vivos, que aunque presentan
diferencias, comparten en común que son células y por lo tanto poseen:
►► Membrana celular que regula el flujo de nutrientes, separa el medio
externo del interno y permite la comunicación intercelular.
►► DNA y RNA como material genético.
►► Compuestos químicos básicos: carbohidratos, proteínas, lípidos, ácidos nucléicos, vitaminas y minerales.
►► Enzimas necesarias para la replicación y la producción de energía.

ESTRUCTURA DE LA CÉLULA PROCARIOTA
Figura 1. Célula procariota

ADN

mesosomas

flagelo
fimbrias
ribosomas

pared celular
inclusiones

membrana interna

Las células procariotas o bacterias, (Figura 1) carecen de organelos, no
poseen ningún sistema de membranas interno, no tiene un núcleo verdadero, ni cito esqueleto. Son células rígidas debido a su pared la cual da la
forma de la bacteria: coco, bacilo o espirilos (Brooks y cols., 2005).
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►► PARED CELULAR: está recubriendo la membrana celular (Figura 2),
formada por peptidoglicano; de acuerdo a la cantidad y distribución
de éste se han clasificado en dos grandes grupos sobre la base de la
coloración de GRAM, GRAM positivas: bacterias que poseen una capa
gruesa de peptidoglicano (toman color violeta) y GRAM negativas:
aquellas que tiene una capa delgada de peptidoglicano y una capa externa de lípidos denominada membrana exterior (se colorean de rojo).
La pared es rígida, le proporciona protección osmótica a la bacteria, es
esencial en la división celular, le da la forma y contiene determinantes antigénicos que sirven como factores de virulencia así como también para su
clasificación serológica.
Algunas bacterias carecen de pared y se les denominan bacterias
incompletas.
Figura 2. Pared bacteriana

Peptidoglicano
(Mureína)

Poro

ác. Teicoico

Lipopolisacárido

MEMBRANA
EXTERNA
PARED
CELULAR

MEMBRANA
CITOPLÁSMICA

GRAM POSITIVAS

Lipoproteína

ESPACIO
PERIPLÁSMICO

Peptidoglicano
(Mureína)

MEMBRANA
CITOPLÁSMICA

GRAM NEGATIVAS

►► MEMBRANA CITOPLASMÁTICA: difiere de la membrana de los eucariotes por la ausencia de esteroles, pero posee hopanoides, sustancias
similares a los esteroles que quizás tienen un papel similar a estos. La
membrana celular de los procariotes, cumple con todas las funciones
que tienen los organelos en la célula eucariota:
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–– Permeabilidad selectiva y transporte de solutos.
–– Transporte de electrones y fosforilación oxidativa en especies aeróbicas. Esto ocurre en invaginaciones de la membrana denominadas
mesosomas, los cuales hacen el papel de las mitocondrias.
–– Excreción de exoenzimas hidrolíticas, para degradar los polímeros en
subunidades, que penetren la membrana citoplasmática y sirven como
nutrientes. Muchas bacterias patógenas liberan exoenzimas como
proteasas y toxinas que permiten la invasión de los tejidos.
–– Funciones biosinteticas, hay sitios donde se depositan las enzimas necesarias para síntesis de fosfolípidos y compuestos de la pared celular.
También hay sitios donde se localizan enzimas necesarias para la replicación del DNA, los mesosomas de tabique.
►► CÁPSULA: muchas bacterias sintetizan un polímero de polisacaridos
que rodea la célula; en las bacterias que la producen constituye la capa
más externa, contribuye a la invasividad de las bacterias patógenas, ya
que les brinda mayor adherencia al huésped.
►► FLAGELOS: son apéndices proteicos filiformes que se extienden desde
la membrana, pueden encontrasen distribuidos por toda la bacteria o
sólo en los polos. Son encargados de la locomoción.
►► PILIS (fimbrias): estructuras de fijación o adherencia. Algunos pilis están encargados de la transmisión de material genético de una bacteria
a otra (conjugación) y se les denomina pilis sexuales.
►► CITOPLASMA: las bacterias carecen de organelos rodeados de membrana, en el citoplasma se encuentran, gránulos insolubles, que constituyen material de reserva, donde se depositan polímeros neutros que
se conocen como gránulos de volutina o meta cromáticos, característicos de las corynebacterias. En el estoplasma se encuentran:
Ribosomas: constituidos por RNA ribosomal y proteínas, difieren de los
ribosomas de las células eucariotas en sus coeficientes de sedimentación.
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Proteínas: la mayoría de ellas son enzimas involucradas en el metabolismo celular.
Plásmidos: DNA circular mucho más pequeño que el cromosoma bacteriano. Transportan genes extras que son usados en circunstancias especiales, como los que confieren resistencia a los antibióticos.
En el citoplasma está el DNA libre, llamado NUCLEOIDE, es un solo
filamento de DNA lineal al que se le considera, el cromosoma de la
bacteria, es haploide, asociado a proteínas, muy similar a la cromatina
en los eucariotes. El cromosoma bacteriano está unido a la membrana en
los mesosomas, esta fijación desempeña una función durante la división
celular. En el DNA de los procariotes no hay intrones, todas sus secuencias
son codificadoras.
La división bacteriana se hace por fisión binaria. Consiste en la duplicación del material genético, alargamiento de la bacteria, formación de una
membrana transversa que separa los dos cromosomas y el ensamble de
una nueva pared celular. El crecimiento bacteriano depende básicamente de la disponibilidad de nutrientes en el medio. Las bacterias se dividen
cada 20 minutos y su único limitante son los nutrientes.
Los mecanismos de recombinación del material genético o transferencia
de genes que ayudan a explicar la gran diversidad de las células procariotas son tres:
–– Transducción: trasporte de genes por fagos (virus ) de una bacteria a
otra.
–– Conjugación: paso de genes (plásmidos) por medio de los pilis sexuales.
–– Transformación: captación directa del DNA libre por una bacteria que
ha tenido un cambio de temperatura (Shock térmico) o ruptura de la
pared.
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►► ESPORAS: el proceso de esporulación ocurre cuando las condiciones
del medio se hacen desfavorables. Las esporas (Figura 3) se les considera como células en reposo altamente resistentes a la desecación calor y agentes químicos. Cuando las condiciones se vuelven favorables
la espora germina para producir una nueva célula.
Figura3. Espora

MATERIALES
–– Cebolla, papa, hoja de elodea.
–– Bisturí.
–– Asa redonda y 2 escobillones estériles.
–– Láminas y laminillas.
–– Coloración de Gram.
–– Bacterias aisladas (Staphylococcus, Bacillus subtillis, Pseudomona).

PROCEDIMIENTO
Prenda el mechero.
1. Fortis en fresco: realice un corte de la cebolla y la papa con el bisturí
para obtener una capa muy delgada, colóquela sobre una lámina, adicione una gota de lugol y cubra con una laminilla. Tome una hoja de
elodea, colóquela entre lámina y laminilla con una gota de agua. Observe al microscopio en 10x y 40x.

18

Laboratorio de microbiología para Optómetras

2. Frotis para coloración:
2.1. Frotis de bacterias: flamee el asa redonda en el mechero, enfríela
y tome una colonia de bacterias, extiéndala en forma circular en la
lámina (Figura 4). Fije la lámina por calor y coloree con GRAM en
el siguiente orden:
a. Cristal violeta

1min

b. Lugol

1min

c. Alcohol acetona

30 seg

d. Fuscina

1 min

Deje secar y observe al microscopio en 10x y 100x (use aceite de
inmersión).
Figura 4. Frotis de bacterias con asa redonda

2.2 Lectura de micropreparados.

RESULTADOS
1. Frotis en fresco: enfoque las preparaciones en 10 x y 40 x, la cantidad
de luz que requiere es poca, baje el condensador y cierre el diafragma
lentamente. Dibuje las estructuras observadas. No olvide colocar
nombres.
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2.

Figura 5a. Cebolla 10x

Figura 6a. Papa 10x

Figura 7a. Hoja elodea 10x

Figura 5b. Cebolla 40x

Figura 6b. Papa 40x

Figura 7b. Hoja elodea 40x

3. Frotis para coloración: enfoque con aceite de inmersión, siempre que
use el objetivo de 100x, ahora necesitará el máximo de luz, suba el
condensador, abra el diafragma. Primero enfoque en 10x y después en
100x.
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Figura 8a. Micropreparado10x

Figura 9a. Frotis de bacterias 10x

Figura 8b. Micropreparados 100x

Figura 9b. Frotis de bacterias 100x

PROFUNDIZACIÓN
Artículo de investigación.
Tema central: diferencias microscópicas entre células eucariotas vegetales, animales y procariotas.
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